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(57) Abstract 

The invention concerns the use of a pharmaceutical composition comprising a suitable pharmaceutical carrier and an active compound 
selected among the group consisting of bioflavonoids, rutin-garlic, troxerutin, coumarin, diosmin, cK-hydroxyethyl) rutins, sweet clover 
and rutin extracts, tribenoside, methylchalcone hesperidin, Indian chestnut extract, naphtazone, esculoside, aescin, procyanidine oligomers, 
butcher's broom and methylchalcone hesperidine extracts, ruscosides, common holly and black currant extracts, blueberry anthocyanin 
extracts, the active principles of these compounds and/or a mixture of them, acting on a patient's mitochondrial membrane protein complexes, 
to prepare a medicine for treating and/or preventing ischemia and/or pathologies associated with ischemia or with energy deficiency. 



(57) Abrege* 

La presente invention conceme V utilisation d'une composition pharmaceutique comprenant un veliicule pharmaceutique adequat et 
un compose actif choisi parmi le groupe constitu6 par les citroflavonofdes, l'ail-rutoside, la trox6rutine, la coumarine, la diosmine, les 
o-(-hydroxyethyl) rutosides, les extraits de Meiilot et de rutoside, le triWnoside, rhesperidine methylchalcone, l'extrait de marron d'Inde, 
le naftazone, l'esculoside, l'aescine, les oligomeres procyanidoliques, les extraits de ruscus et d'hesperidine methylchalcone, les ruscosides, 
les extraits de petit houx et cassis, les extraits d'anthocyanodisiques de myrtilles, les principes actifs de ces composes et/ou melange d'entre 
eux, agissant sur les complexes protelniques de la membrane mitochondrial interne d'un patient, pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement et/ou a la prevention de l'ischemie et/ou des pathologies assoctees a Tisch6mie ou a un deficit 6nerg€tique. 
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UTILISATION D 1 UNE COMPOSITION PHARMACEUTICS PANS Lg 
TRAITEMENT ET/OU LA PREVENTION DE L ' ISCHEMIE 

10 

Ofrjefc de 1 / invention 

La presente invention est relative a 
1 'application therapeutique et/ou prophylactique d'une 
composition pharmaceutique dans le traitement et/ou la 
15 prevention de l'ischemie et de pathologies associees a 
1 ' ischemie . 

Sfcafc dR la technicrue et arriere-plan ^QimQlQ^im^ 

Pour traiter certaines maladies variqueuses, 
20 il a ete propose differents composes actifs, dont la 
plupart sont presents dans des extraits de plantes. De tels 
composes sont notamment decrits dans les documents 
s.uivants : demande de brevet frangais FR-2692145, demande 
de brevet frangais FR-2668705, brevet europeen EP-0541874- 
25 Bl, demande internationale de brevet WO93/20046, demande 
internationale de brevet WO93/20045, brevet europeen EP- 
0566445-B1, demande de brevet europeen EP- 0210781-A1 et 
demande de brevet europeen EP-0112770-A1 . 

De meme, des composes actifs isoles a partir 
30 d' extraits de plantes ont ete utilises pour le traitement 
des consequences de l'ischemie ou des pathologies associees 
a l'ischemie. C'est le cas des flavonoides qui sont connus 
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comme etant des antioxydants et qui peuvent limiter les 
degats provoques par les radicaux libres produits lors de 
la reperfusion. En effet, lors de la reperfusion apres une 
periode d'ischemie, une production tres importante de 
5 radicaux libres derives de l'oxygene est observee qui va 
provoquer des degats aux divers constituants de la cellule 
affaiblie par la periode d'ischemie notamment par le manque 
d'energie (ATP). Cette production accrue de radicaux libres 
a ete bien mise en evidence par Mc Cord J.M. (1985, N. 

.10 Engl. J. Med., 312: 159-163). Elle est due a l'activation 
de la xanthine oxydase pendant la periode d'ischemie et a 
sa tres grande activite lors de la reperfusion. Ainsi les 
molecules anti-oxydantes comme les flavonoides ont un effet 
benefique sur le processus d'ischemie reperfusion 

15 puisqu'elles protegent le tissu contre cet exces de 
.radicaux libres (Reddy D.S. et al . , 1995, Drugs of today, 
31: 335-349) . 

Cependant, de nombreux extraits de plantes 
sont constitues de melange de nombreuses macromolecules 

20 complexes, et la presence sur certaines d'entre elles de 
structures de type flavonoide connues pour leurs proprietes 
anti-oxydantes a occulte la possibility pour ces extraits 
ou ces molecules d'une eventuelle presence d'une activite 
anti-ischemique propre, c'est-a-dire independante du 

25 processus de reoxygenation . 

L 1 activite des flavonoides sur l'ischemie et 
la diminution de 1' impact du myocarde est due a cette 
activite de controle des derives actifs de l'oxygene (Reddy 
et al., 1995, Drugs of today, 31: 335-349; DE-3623255, OXO 

30 Chimie GMBH, 1988) . La Troxerutine a notamment ete utilisee 
comme molecule anti-oxydante permettant de proteger le 
coeur pendant le processus d'ischemie reperfusion (Blasug 
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I.E. et al., 1987, Biomed. Biochim. Acta, vol. 46: 5539- 
544; XP 002052079 et Olszenski A. J. , 1991, Atherosclerosis, 
88: 97-98) . 

De meme la diosmine bloquant la formation de 
5 radicaux libres par la Xanthine oxydase (qui se produisent 
lors de la reperfusion apres l'ischemie) a ete utilisee 
dans ce sens comme pouvant proteger durant l'ischemie 
(Bouskela E. et al . , 1997,48: 33-37; Int. J. Microcirc. 
Clin. Exp., 1995, 15: 293-300; Debbarre B. et al . , 1995, 
10 Int. J. Microcirc. Clin. Exp., 15 suppl . I: 27-33). 

Les rutosides ont aussi. ete testes pour leur 
activite anti-ischSmique avec succes. C'est ainsi qu' il 
reduisent la taille de 1' impact dans des animaux sujets a 
une occlusion arterielle (Zalewski A. et al . , Am. J. 
15 Cardiol., 1985, 56: 974-977), et soulagent egalement les 
.patients avec une ischemie des membres inferieurs (Milliken 
J.C., Vasa, 1974, 3: 203-206). 

La Naf toquinone, qui est connue pour son 
activite ant i-aggregante des plaquettes, peut etre utilisee 
2 0 pour inhiber la formation du Thrombus lors des thromboses 
(EP-A-0631777) . 

La mise en evidence de cette activite ne 
constitue pas une activite anti-ischemique en tant que 
telle mais une action sur une des causes de la thrombose a 
25 savoir l'agregation des plaquettes. 

Bllfcg H * 1 ' invention 

La presente invention vise a fournir un 
nouveau procede therapeutique et/ou prophylactique de 
30 l'ischemie et/ou des pathologies associees a l'ischemie, 

Un but particulier de la presente invention 
vise a obtenir un proc§de utilisant des agents 
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therapeutiques non ou peu toxiques, presentant peu ou pas 
d'effets secondaires, et dont la synthese ou 1 1 extraction a 
partir de produits vivants, en particulier a partir de 
plantes, soit simple et peu couteuse. 

5 

Elements caracteristicmes de 1 ' invent 

La presente invention concerne 1 "utilisation 
d'une composition pharmaceutique, comprenant un vehicule 
pharmaceutique et une quantite suffisante d'un compose 
10 actif choisi parmi le groupe constitue par les 
citrof lavonoides, 1 ' ail-rutoside, la troxerutine, la 
coumarine, la diosmine, les o- (- hydroxy ethyl) rutosides, 
les extraits de Melilot et de rutoside, le tribenoside, 
1 'hesperidine methylchalcone, l'extrait de marron d'Inde, 
15 le naftazone, 1 1 esculoside , l'aescine, les oligomeres 
. prccyanidoliques, les extraits de ruscus et d ' hesperidine 
methylchalcone, les ruscosides, les extraits de petit houx 
et cassis, les extraits d 1 anthocyanodisiques de myrtilles, 
les principes actif s isoles de ces composes et/ou un 
20 melange d'entre eux, pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement et/ou a la prevention de 1 ' ischemie 
et/ou des pathologies associees a 1' ischemie. 

Les composes act if s mentionnes ci~dessus sont 
des produits generalement isoles de plantes et/ou des 
25 extraits de plantes, commercialises par differentes firmes 
pharmaceutiques sous differentes marques. Ces differents 
composes actif s, identifies par leur marque et les societes 
qui les commercialisent , sont repris dans le tableau 1 ci- 
dessous . 
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Tableau 1 : Com poses actifs &e la composition gelos 



1 | invention 



Principe actif 


Marque w 


Societe 


Citrof lavonoides 


Agruton C 


Sanof i-Winthrop 


Citrof lavonoides 


Daf Ion 


Eutherapie-Servier 


Ail-Rutoside 


Ex -Ail 


Solvay 


Tribenoside 


Glyvenol 


Ciba-Geigy 


Hesperidine 
methylchalcone 


Hemocoavit 


Wynlit/BioTherabel ; 


Marron d ' Inde 


Intrait de 
Marron d ' Inde 


Pharmethic 


Esculoside 


Mictasol-P 


Medgenix 


Aescine 


Reparil 


Madaus 


Oligomeres 
procyanidoliques 


Endothelon 


Sanofi 


Extraits de ruscus et 

hesperidine 

methylchalcone 


Cyclo 3 


Fabre 


Ruscosides 


Cirkan 


Sinbio-Fabre 


Extraits de petit houx 
et cassis 


Veinobiase 


Laboratoire 
Fournier Schwartz - 
Pharma 


Extraits 

d 1 anthocyanodisiques de 
myrtilles 


Dif rarel 


Labo Leurquin 
Mediolanum 



Le tableau 2 reprend les composes actifs de 
5 la composition selon 1' invention, qui ont deja ete montres 
comme pouvant prbteger dans le processus d'ischemie 
reperfusion. 
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Tableau 2 : Cpmpogeg actifs de la composit ion salon 



l 1 invention, qui on t deja ete montres commq 
pouvant proteaer dans le processus d ' ischemic 
yepey fusion 



Principe actif 


Marque ® 


Societe 


Troxerutine 


Veinamitol 


Vitalpharma 


Coumarine 
Troxerutine 


Venalot -Depot 


Boots 


Disomine 


Ven Dretex 


Therabel 


o- (-hydroxy ethyl) 
rutosides 


Venox 


Eumedi s /Ther abe 1 


Diosmine 


Daf Ion 


Servier 


Extraits de melilot et 
de rutosides 


Esberivene 


Knoll 


Troxerutine 


Reof lux 


Negma 


Diosmine 


Dioveinor 


Imnothera 



5 



De tels composes actifs ainsi que leur 
posologie et leur forme d * administration preferee, sont 
decrits egalement dans les documents "Repertoire commente 
des medicaments" (Centre Beige d' Information Pharmaco- 

10 Therapeutique, Bruxelles, 1994) et Vidal , 1997 (ed. Du 
Vidal, 3 3 Av. de Wagram, Paris, France) . 

On entend par "principe actif isole d'un 
compose actif de 1 1 invention" , la partie active ayant un 
effet therapeutique et/ou prophylactique vis-a-vis de sa 

15 cible biochimique telle que decrite ci-dessous, et 
susceptible d' avoir des proprietes comparables et/ou 
ameliorees dans le domaine * therapeutique et/ou 
prophylactique a celles du compose actif decrit ci-dessous. 
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Les principes et composes actifs de 
1 1 invention sont egalement caracterises par un "effet 
protecteur" sur les complexes proteiniques de la membrane 
mitochondriale interne, c'est-a-dire que les principes et 
5 composes actifs de 1' invention sont capables d'augmenter le 
RCR (Respiratory Control Ratio) , qui represente le controle 
respiratoire mitochondrial, d'un patient. Le RCR represente 
le rapport entre la consommation d'oxygene en presence de 
substrats endogenes (glutamate / malate) et la consommation 

10 apres phosphorylation de I'ADP en ATP, tel qu'il sera 
illustre ci-dessous. 

Par ce mecanisme d' action, les produits de 
1' invention permettent de proteger le patient de l'ischemie 
ou des consequences de l'ischemie. Les composes et 

15 principes actifs de 1 ' invention sont done caracterises a la 
.fois par un effet prophylactique et/ou therapeutique . 

De preference, les produits de 1' invention 
ont un effet protecteur sur le complexe I ou III de la 
chaine de transport d' electrons des mitochondries , et/ou 

20 sur le complexe proteinique adenine translocase tel 
qu' illustre ci-dessous. 

Les composes actifs preferes de 1' invention 
sont 1 1 hesperidine methylchalcone , 1 1 aescine , les 
oligomeres. procyanidoliques et les extraits 

25 d 1 anthocyanodisiques de myrtille, qui sont caracterises par 
des proprietes particulierement avantageuses et inattendues 
dans le traitement de l'ischemie, des pathologies associees 
a l'ischemie, a un deficit energetique et aux deficiences 
liees au vieillissement . 

30 On entend par "quantite suffisante d'un 

principe ou compose actif", une quantite suffisante de ce 
principe ou de ce compose actif pour traiter, soulager, 



WO 98/51291 PCT/BE98/00067 

8 

dissiper ou attenuer les symptomes ou les 
dysf onctionnements du corps humain ou animal associes aux 
maladies susmentionnees et/ou pour prevenir ou diminuer la 
possibility d'en etre atteint. Par consequent, 
5 1 1 application du traitement therapeutique susmentionne est 
relative £ un traitement prophylactique ou un traitement 
curatif desdites maladies. Le pourcentage de ce compose 
actif peut varier selon de tres larges gammes,. uniquement 
limitees par la tolerance et le niveau d 1 acceptation du 

10 compose par le patient. Ces limites sont en particulier 
determinees par la frequence d 1 administration . 

De preference, les dosages sont les doses 
generalement utilises de ces produits dans le traitement 
des maladies variqueuses, tels que decrits dans le document 

15 "Repertoire comment e des medicaments, Centre Beige 
.d' Information Pharmacotherapeutique, Bruxelles (1994)" et 
dans le document "Medicaments utilises pour le traitement 
symptomatique des affections veineuses peripheriques , 
Annexe des folia "pharmacotherapeutica, Ministere Beige de 

20 la Sante Publique et de 1 'Environnement, Commission de 
Transparence (juin 1994)". A titre d'exemple, le produit 
aescine vendu sous la marque Reparil ® est presente sous 
forme de dragees d'un dosage de compose actif de 2 0 mg dans 
une composition galenique de 10 0 mg. 

25 Le vehicule pharmaceutique utilise varie 

selon le mode d* administration choisi (intraveineux, 
intramusculaire, oral, etc.) et peut comporter differentes 
formes telles que des tablettes, enrobees ou non enrobees, 
. des pilules, des capsules, des solutions, des sirops, etc. 

30 Les compositions pharmaceutiques seront 

preparees selon des procedes generalement utilises par les 
galeniciens et les pharmaciens, et peuvent comprendre tout 
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type de vehicule pharmaceutique adequat , solide, liquide 
et/ou gazeux (y compris de l'eau), non ou peu toxiques. 

La composition pharmaceutique selon 
1' invent ion peut egalement comporter un adjuvant ou un 
5 autre compose pharmaceutique connu de l'homme du metier 
pour ses effets therapeutiques et/ou prophylactiques sur 
les maladies susmentionnees ou pour ses proprietes 
susceptibles de diminuer les effets secondaires associes au 
compose actif present dans la composition pharmaceutique de 
10 l 1 invent ion. 

De plus, la biodisponibilite des composes 
actif s de 1' invent ion au niveau de l'organisme, notamment 
du fait de leur possible resorption et de leur passage dans 
des tissus cibles a proteger, peut etre amelioree par des 

15 techniques de conditionnement et d'enrobage et/ou de "drug 
. targetting" bien connues de l'homme de l'art. 

On entend par "ischemie (partielle ou totale) 
ou pathologies associees a 1 1 ischemie" , les maladies 
vasculaires choi'sies parmi le groupe constitue par 

2 0 l'infarctus du myocarde, 1 ' ischemie cerebrale, 
1 1 insuf f isance veineuse chronique, les atheriopathies, 
c*est-a-dire des lesions dues a 1 ' atherosclerose affectant 
les arteres des patients, le phenomene de Raynaud lie a des 
vasospasmes conduisant a une vasoconstriction des arteres, 

25 les ulceres, 1' alteration de la permeabilite capillaire, la 
fragilite des capillaires, les cicatrisations, les 
alterations de la peau, les defauts retiniens d'origine 
ischemique, la baisse d'acuite auditive d'origine 
ischemique, les troubles associes aux se jours en haute 

30 altitude, 1 ' angine de poitrine engendr£e par de courts 
moments d ■ obstruction coronarienne , 1 ' hypertension 
pulmonaire, 1' ischemie hepatique, la maladie de Parkinson, 
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les myopathies et les syndromes associes a des problemes 
vasculaires tels que le diabete, ou une hypertension et une 
alteration du flux sanguin apparaissent dans les membres 
inferieurs. Ces maladies et pathologies liees a I'ischemie 
5 sont bien connues des cliniciens et medecins, qui peuvent 
adapter 1 1 utilisation de la composition pharmaceutique pour 
le traitement et/ou la prevention des symptomes et 
dysfonctionnements du corps humain ou animal associes aux 
maladies susmentionnees et/ou pour prevenir ou diminuer la 

10 possibility d'en etre atteint. 

Un autre aspect de la present e invention 
concerne 1 1 utilisation de la composition pharmaceutique 
selon 1' invention dans le cas de diminution de la 
production d'energie par les cellules diverses et 

15 dif ferenciees, associee au vieillissement . C'est le cas de 
•defauts intellectuels d'un sujet age, du syndrome 
vertigineux et de la baisse d 1 adaptation perspective due a 
une modification de la regulation du metabolisme. 

Un dernier aspect de la presente invention 

20 concerne 1 ' utilisation de la composition pharmaceutique 
selon 1' invention dans le domaine des transplantations. 

Ladite composition pharmaceutique peut etre 
utilisee directement sur le patient ou destinee a un 
traitement ex vivo du malade, dans lequel un organe, un 

25 tissu et/ou un liquide physiologique tel que le sang ou le 
serum, provenant du patient lui-meme ou d'un autre patient 
humain ou animal, est traite par l'adjonction de ladite 
composition pharmaceutique selon 1' invention directement a 
1' organe, au tissu ou au liquide physiologique 

30 prealablement a son administration au patient. Cette 
application concerne en particulier le domaine des 
transplantations cardiaques . 
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La presente invention concerne egalement un 
procede de traitement therapeutique et/ou prophylactique de 
1 • ischemie et/ou des pathologies associees a 1 ' ischemie ou 
a un deficit energetique ainsi que les deficiences liees au 
5 vieillissement , comme les defauts intellectuels du sujet 
age, le syndrome vertigineux ou la baisse d 1 adaptation en 
perspective due a une modification des regulations du 
metabolisme, d'un patient, dans laquelle on administre 
audit patient la composition pharmaceutique selon 

10 1' invention de maniere a traiter, soulager, dissiper ou 
attenuer les symptomes ou dysf onctionnements du corps 
humain ou animal associes aux maladies susmentionnees et/ou 
pour prevenir ou diminuer la possibility d'en etre atteint. 
Cette administration s'effectue selon les modes bien connus 

15 de l'homme de l'art, en particulier ceux appliques pour le 
traitement des maladies variqueuses. 

Ces effets prophylactiques et/ou 

therapeutiques sont notamment decrits dans les exemples 
joints en annexe," en reference aux figures, donnes a titre 

20 d* illustration non limitative de I'objet de 1' invention. 

Breve qescyAFfriott 433 EigusQS 

La figure 1 represente de maniere schematique la cascade 
d 1 activation de la cellule endotheliale par 
25 l'hypoxie ainsi que ses consequences au 

niveau de 1 ' adherence et de 1» activation des 
neutrophiles . 

La figure 2 represente de maniere schematique la cascade 
d' activation des cellules endotheliales par 
3 0 l'hypoxie et ses consequences au niveau de la 

paroi vasculaire. 
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La figure 3 represente la mesure de l'activite 
respiratoire des mitochondries en fonction de 
1' addition de differents composes actifs. 

La figure 4 represente de maniere schematique la chaine 
5 des transporteurs d' electrons au niveau de la 

membrane mitochondriale interne. 

Exempleg 

Les cellules endothelials (CE) , de par leur 

10 localisation a 1 ' interface sang-tissu, sont responsables du 
maintien de 1 1 homeostasie vasculaire. Elles remplissent 
ainsi toute une serie de fonctions et interagissent 
constamment avec les leucocytes circulants et les cellules 
musculaires lisses ( CIVIL) de la media. Toute perturbation de 

15 leur metabolisme peut done entrainer des alterations du 
. f onctionnement des tissus sous- j acents . 

Parce qu' elles sont localisees a 1 1 interface 
sang-tissu, les CE sont les premieres a souffrir de toute 
modification du flux sanguin et notamment d'une diminution 

20 de celui-ci lors des stases, qui conduisent a un 
appauvrissement de I'apport en oxygene et en nutriments aux 
tissus (Hinshaw et al . , 1988; Tsao et al . , 1990). 

L'hypoxie, qui peut notamment resulter d'une 
telle stase, induit une activation importante des CE qui 

25 liberent des mediateurs de 1 1 inflammation capables 
d ! activer les neutrophiles et d'en induire 1 * infiltration 
ainsi que des facteurs de croissance pour les CML. Cette 
cascade d'evenements conduit finalement a des modifications 
structurelles et f onctionnelles de la paroi veineuse. 
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Kffet de 1 'hvooxie sur les fonctions endothGH aXes 

Afin d'etudier les modifications du 
metabolisme des CE lorsque 1 ' approvisionnement en oxygene 
est reduit, on incube in vitro des CE isolees a partir de 
5 la veine ombilicale humaine sous hypoxie. Dans ces 
conditions experimentales , on n' observe pas de mortalite 
des CE pendant les deux premieres heures d ' incubation. Par 
contre, d 1 importantes modifications de leur metabolisme 
sont observees : les CE sont fortement activees par 

10 1' hypoxie de maniere similaire a l r activation initiee par 
la thrombine ou 1 ! histamine. 

Le premier signe de cette activation est une 
augmentation de la concentration cytosolique en calcium 
[Arnould et al . , 1992]. Cette augmentation est liee a une 

15 diminution de la concentration en ATP. Le calcium est un 
. messager secondaire important dans toutes les cellules. 
Dans les CE, il est notamment capable d'activer la 
phospholipase A2, premiere enzyme d'une voie metabolique 
conduisant a la synthese de mediateurs de 1 ' inflammation. 

20 Cette activation conduit a une synthese accrue de 
prostaglandines [Michiels et al., 1993]. Elle induit 
egalement la synthese des facteurs activateurs des 
plaquettes (Platelet Activating Factor ( P AF ) ) , qui est un 
mediateur inf lammatoire tres puissant [Arnould et al., 

25 1993] . 

L' hypoxie entraine done une activation 
importante des CE qui liberent alors des prostaglandines et 
synthetisent du PAF en grande quantite. Cette voie 
d' activation est resumee a la figure 1. Cette synthese de 
30 mediateurs inf lammatoires peut avoir des consequences 
importantes sur 1 'homeostasie vasculaire en modulant les 
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fonctions des differents types cellulaires avec lesquels 
les CE sont en contact . 

Afin de visualiser plus en detail quelles 
pourraient §tre ces consequences, on etudie 1 ' adherence 
5 d'un type de leucocytes particuliers , les 
' polymorphonucleaires neutrophiles (PMN) . In vitro, lorsque 
des CE sont soumises a une hypoxie, leur adhesivite pour 
les PMN augmente f ortement . Cette adherence est en partie 
due a la synthese de PAF par les CE activees par 1" hypoxie 
10 [Arnould et al . , 1993]. Non seulement les PMN deviennent 
adherents aux CE hypoxiques, mais cette adherence est 
responsable de leur activation [Arnould et al., 1994] 
(figure 1) . 

II est egalement connu que les CE 
15 synthetisent des molecules vasoactives qui modulent les 
. fonctions des CML. Les experiences suggerent que les CE 
activees par un manque d'oxygene liberent differents 
facteurs mitogeniques pour les CML (prostaglandine F2a et 
basic f ibrosblast growth factor) , ce qui induit la 
20 proliferation de ces cellules [Michiels et al . , 1994] . 



Oricrine pres umes de la maladie veineuse 

Au vu des resultats decrits en utilisant le 
modele experimental ou des CE sont exposees in vitro a une 
25 hypoxie, 1 1 origine des pathologies susmentionnees semble 
basee sur une cascade d'evenements initiee par cette 
hypoxie et qui conduit finalement aux modifications 
structurelles et f onctionnelles observees dans les systemes 
vasculaires . 

30 La figure 2 illustre cette hypothese. La 

stase veineuse puisqu'elle perturbe la circulation sanguine 
engendre une diminution de l'apport en oxygene et done une 
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hypoxie. Cette hypoxie peut activer les CE qui forment la 
premiere couche de la paroi veineuse. Ces cellules liberent 
alors differentes molecules inf lammatoires et mitogeniques . 
Les molecules inf lammatoires sont capables d'induire 
5 1' adherence de certains leucocytes. Cela est vrai non 
seulement pour les CE en culture mais egalement pour 
1 ' endothelium d'une veine humaine complete que ce soit une 
veine ombilicale [Arnould et. al., 1995] ou une veine 
saphene. De plus, lors du processus d' adherence, les 
10 neutrophiles sont actives et peuvent relarguer proteases et 
radicaux libres. Ces molecules sont connues pour avoir la 
capacite de degrader de nombreuses molecules biologiques 
dont les composants de la matrice extracellulaire comme le 
collagene . 

15 D' autre part, les CE activees par 1' hypoxie 

. synthetisent aussi des facteurs mitogdnes pour les CML qui 
en induisent la proliferation. De plus, on sait que les CML 
qui proliferent sont dans un phenotype synthetique au 
contraire du phendtype contractile normalement present dans 

20 la paroi de veines normales. Lorsqu'elles sont 
synthetiques, les CML synthetisent plus de composants de la 
matrice extracellulaire et perdent 1' expression des 
filaments contractiles . Proliferation et synthese accrue 
des composants de la matrice extracellulaire conduisent a 

25 1 ' epaississement de la paroi. veineuse alors que la perte 
des filaments d'actine rend compte de la perte de la 
contractilite globale de la veine. 

A partir des resultats experimentaux obtenus 
sur le modele des CE exposees a une hypoxie, une nouvelle 

3 0 hypothese concernant I'origine des pathologies 
susmentionnees est proposee : ce serait une cascade 
d 1 interactions cellulaires faisant intervenir leucocytes et 
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SML et initiee par 1' activation des CE par la stase 
veineuse qui conduirait finalement aux modifications 
structurelles et f onctionnelles observees. 

5 Mecaniswe biochimiaue d' action des compos es actifs 

Avec les composes de 1' invention, on observe 
par exemple une inhibition de la diminution du contenu en 
ATP, de 1' activation de la phospholipase A2 et de 
1' adherence des PMN induites par l'hypoxie. lis sont aussi 
10 capables d'inhiber l 1 adherence des PMN a 1 * endothelium 
d'une veine ombilicale humaine complete lorsque celle-.ci 
est incubee dans des conditions hypoxiques . Ces resultats 
indiquent clairement une action protectrice importante de 
ces composes sur 1 1 endothelium soumis a une hypoxie. 
15 L' inhibition par ces medicaments de la 

•cascade d f activation des CE induite par l'hypoxie est due a 
leur effet inhibiteur de la chute du contenu en ATP. Cette 
diminution est 1 1 evenement initiateur de 1" activation des 
CE car il est directement couple a une entree d'ions 
20 calcium dans la cellule. 

Ces composes peuvent maintenir le contenu en 
ATP des CE sous hypoxie selon deux hypotheses 
envisageables : soit les composes activent la glycolyse, 
soit ils preservent l'activite respiratoire mitochondriale . 
25 Les Inventeurs ont decouvert que ces composes n' activent 
pas la glycolyse dans les CE soumises a une hypoxie mais 
plutot qu'ils retarderaient 1' activation de la glycolyse 
directement induite par l'hypoxie. Ces resultats suggerent 
qu'ils pouvaient agir au niveau de la mitochondrie en 
3 0 maintenant plus longtemps une activite respiratoire sous 
hypoxie. Cette hypothese est confirmee en mesurant 
l'activite respiratoire exprimee par le controle 
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respiratoire (RCR) (figure 3) de mitochondries de foie de 
rats traites per os. 

Effet du bjiQb&iife $ur les mitochondries ce^vgau cfefls 
5 des conditions normales 

Differentes concentrations de composes actifs 
de 1' invention (bilobalide) ont ete testees sur le RCR des 
mitochondries isolees a partir du cerveau de rats. Cinq 
concentrations ont ete utilisees : 4, 6, 8, 10 et 12 mg/kg 

10 de patient (rat) traite. Les rats ont re?u ces doses de 
bilobalide per os pendant 14 jours. Les mitochondries ont 
ete isolees suivant la methode decrite par Nowicki et al . 
(J. Cerebral Blood Flow and Metabolism, 2, pp. 33-40 
(1982)). La respiration mitochondriale est mesuree dans une 

15 Electrode a oxygene de Clark reliee a un enregistreur . Le 
RCR represente le controle respiratoire. II represente le 
rapport entre la consommation en oxygene en presence de 
substrats endogenes (glutamate/malate) et la consommation 
apres phosphorylation de l'ADP en ATP. Cette technique a 

20 ete developpee par Chance et Williams (Nature, 175, pp. 
1120-1121 (1955) ) . On obtient en effet dose -dependant avec 
une augmentation du RCR de 3,7 pour les controles a un RCR 
de 4,6 pour des concentrations de 8 et 10 mg/kg. On obtient 
un maximum de 24% d' augmentation a 10 mg/kg. Ces resultats 

25 montrent bien une protection de ce produit sur la 
respiration mitochondriale. 

Effet du bi lobalide sur les. mitochondries du cerveau en 

situation d f isGhGmie 
30 Une ischemie de 15 minutes a ete realisee sur 

des rats contrdles et des rats traites avec des composes 
actifs de 1' invention (bilobalides) pendant 14 jours. 
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L'ischemie est realisee par decapitation. Les rats ont ete 
traites per os avec des doses de bilobalide de 10 mg/kg 
pendant 14 jours. Lorsque le RCR est mesure en presence de 
glutamate/malate pour une ischemic de 15 minutes, on 
5 observe un RCR de 3 pour les controles pour un RCR de 3,9 
pour les rats traites. Le compose actif possede done une 
action de protection sur la diminution de l'activite 
respiratoire induite par l'ischemie. Cette protection se 
manifeste au niveau de l'activite du complexe I et de la 
10 chaine de transport des mitochondries . Le taux de controle 
• respiratoire mesure en presence de glutamate/malate ref lete 
indirectement l'activite du complexe I de la chaine de 
transfert d' electrons. 

La mesure sur le complexe I des mitochondries 
15 a ete realisee par une sonication prealable des 
.mitochondries afin de permettre 1 1 acces des substrats de 
dosage au complexe I. Celui-ci est dose suivant la 
reduction du f erricytochrome C a 550 nm. La suspension de 
mitochondries se trouvant dans un tampon phosphate de K a 
20 25 nM, pH 7,4, contenant du MgCl 2 , 10 /iM de cytochrome C et 
2,5 mg/ml d'albumine bovine est soniquee 3 0 secondes a 
0 °C. On ajoute 2 mM de KCW et la reaction est demarree par 
ajout de 7,5 mM NADH. Les mitochondries sont incubees a 
37 °c et l'on suit la reduction du ferricyanure a 550 nm. 
25 Une correction est apportee pour la reduction du cytochrome 
C en presence de Rotenone qui inhibe le complexe I. Les 
resultats sont exprime en /imole de f erricytochrome C reduit 
par minute. 

L'activite du complexe I a ete mesuree sur 
30 des mitochondries de rats traites 14 jours avec 10 mg/kg de 
bilobalide per os et apres une isch<§mie de 15 minutes du 
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cerveau. On obtient pour les rats controles une activite de 
3 6 mU/mg de proteine alors que les mitochondries de rats 
traites montrent une activite de 44 mU/mg de proteine. On 
constate done une protection importante de 1' activite du 
5 complexe I des mitochondries. Une meme protection du 
complexe I est aussi observee sur des mitochondries isolees 
de cerveau de rats n'ayant pas subi de periode d'ischemie. 

F.ff&t du bilobalide sur les mitochondries du foie 
10 Le compose actif de l 1 invention (bilobalide) 

a des concentrations de 8 mg/kg de patient (rat) a ete 
administre per os a des rats pendant 14 jours. Les 
mitochondries du foie de ces rats ont ete isolees selon la 
methode decrite par Remacle (J. Cell. Biol. 79, 291, 1978). 
15 L' activite respiratoire des mitochondries de rats traites a 
.montre un RCR de 13,25 compare a un RCR de 7,6 pour les 
rats temoins. Une ischemie de 10 minutes par perfusion a 
ete realisee sur les foies dans un milieu constitue de NaCl 
0,137 M, KC1 5,4 mM', MgS0 4 0,8 mM, glucose 11 mM, Na 2 HP0 3 
20 0,34 mM, NaHC03 24,4 mM, KH 2 P0 4 6,35 mM et bilobalide 8 
mg/1. Le milieu est degaze prealablement sous une 
atmosphere contenant 95% de N 2 et 5% de C0 2 - Les 
mitochondries sont isolees et leur activite respiratoire 
determinee . 

25 Pour les temoins, les rats ont regu de I'eau 

pendant 14 jours et les foies perfuses avec la meme 
solution que les tests. Un RCR de 5,24 a ete observe pour 
les mitochondries de rats traites et de 3,73 pour les rats 
temoins . 

3 0' Ces resultats demontrent que le compose actif 

de 1' invention (bilobalide) possede une activite anti- 
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ischemique qui se revele a la fois in vitro (CE soumises a 
une hypoxie) et in vivo (ischemie hepatique et cer6brale 
sur rats traites) et que cette activite est due au moins en 
partie a une protection des mitochondries qui augmentent 
5 leur activite respiratoire et done leur synthese d'ATP. 

Chacun des composes actifs de 1' invention 
comme le bilobalide peut augmenter le RCR de mitochondries 
isolees a partir de foie de rats non traites lorsque 
celles-ci sont preincubees 1 heure en presence de ces 

10 medicaments. lis peuvent done agir directement sur les 
mitochondries. 11 est tres interessant de noter qu'a partir 
de ces resultats, on peut separer les medicaments en deux 
classes differentes : l'extrait de melilot, I'extrait de 
Ruscus, les oligomeres procyanoliques et les 

15 hydroxyethylrutosides qui augmentent le RCR en augmentant 
.le stade 3 de la respiration (classe II) alors que le 
bilobalide, l'aescine, la naftoquinone et la diosmine qui 
constituent les medicaments de la classe I augmentent le 
RCR en diminuant le stade 4 de la respiration (voir tableau 

20 3) . 



Tgtkleaij. 3 ; Effet des medicaments sur la protection des 



Molecules de 
classe I 


Concentrations 
finales 


Effet prot. 
du RCR (%) 


Augmentation 
du stade 3 (%) 


Ginkor Fort 


0 , 3 mg/ml 


+ 28, 1 


- 21 


Bilobalide 


0 , 8 /zg/ml 


+ 22,7 


- 41 


Reparil 


75 ng/ml 


+ 18,1 


- 43 


Naftoquinone 


10" 7 M 


+ 19,7 


- 44 


Praxilene 


10~ 7 M 


+ 17,7 


- 35 
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Molecules de 
classe II 


Concentrations 
finales 


Effet prot. 
du RCR (%) 


Diminution du 
stade 4 (%) 


Venoruton 


0 , 1 mg/ml 


+ 23,3 


+ 41 


Cyclo 3 


4 , 5 /xg/ml 


+ 14,5 


+ 20 


Endothelon 


1/5 /xg/ml 


+ 15,3 


+ 82 


Esberiven 


1 mg/ml 


+ 15,5 


+ 12 



Differents sites d' action semblent done etre 
impliques et conduisent a augmenter l'activite respiratoire 
5 mitochondriale et ainsi a diminuer le contenu en ATP 
pendant 1 ' hypoxie . 

Le processus de la phosphorylation oxydative 
de l'ATP est un processus complexe faisant intervenir 
differents complexes enzymatiques ou transporteurs 

10 -d' electrons generant un gradient de protons (complexes I, 
III, IV), l'ATP synthase (complexe V) directement 
responsable de la synthese d 'ATP et 1 * adenine translocase 
qui est le transporteur necessaire a 1 ' importation d'ADP et 
a 1 'exportation de l'ATP (figure 4). Afin de mettre en 

15 evidence quelle pourrait etre la cible enzymatique de ces 
medicaments, chaque complexe a ete inhibe par un inhibiteur 
specifique et on a etudie si ces preparations pouvaient 
relever cette inhibition tout en mesurant le RCR. Les 
resultats montrent qu'aucun de ces medicaments n'a d' effet 

20 sur les complexes IV et V. Par contre, les medicaments de 
la classe I qui augmentent le RCR en diminuant le stade 4 
protegent fortement le complexe III et dans une moindre 
mesure le complexe I (voir tableau 4) . 



WO 98/51291 



PCT/BE98/00067 



22 

Tableau 4 : Effet protecteur des medicaments de la claaae 
I SUE Ififi completes I et III des 



Molecules 


Concentrations 
finales 


Protection du 
complexe I (%) 


Protection du 
complexe III 
(%) 


Ginkor Fort 


0 , 3 nig/ ml 


37,7 


38,1 


Bilobalide 


0 , 8 fig /ml 


27,5 


47, 9 


Reparil 


75 ng/ml 


19,6 


33,2 


Naf toquinone 


10" 7 M 


14,1 


46, 6 


Praxilene 


10~ 7 M 


33,5 


43, 6 



0,5 mM Amytal 0,75 

Antimycine A 



Le complexe I des mitochondries a ete inhibe 
a 58% par la presence d'Amytal a 0,5 mM. Dans ces 
conditions, la presence des molecules aux concentrations 
indiquees (incubation 60 minutes) montre une inhibition 

10 nettement moins prononcee qui a ete exprimee en pourcentage 
de protection par rapport aux mitochondries sans 
medicament, considerees comme ayant 0% de protection. 

Par ailleurs, en mesurant directement 
I'activite de 1 1 adenine translocase, on a montre que les 

15 medicaments de la classe II qui augmentent le stade 3 de la 
respiration augmentent I'activite de ce transporteur (voir 
tableau 5) . 
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Tableau 5 : Effet des m edicaments de la classe II sur 

1 ' aetivite de 1 ' adenine tyangJ,9Case dfifi 

mitochondries 



Molecules 


Concentrations 
finales 


Augmentation de 
1 1 adenine 
translocase 


Endothelon 


3 /ig/ml 


102,4 ± 5,2 


Ve no rut on 


0 , 1 mg/ml 


110,4 ± 15 



5 L 1 effet des medicaments a ete realise sur 

1' aetivite de 1' adenine translocase des mitochondries 
mesuree par le transport d'ADP (C 14 ) dans la mitochondrie 
pendant 45 secondes. 

Par ailleurs, 1' action protectrice du cyclo 3 

10 sur le RCR des mitochondries est liee a 1 ' augmentation du 
"RCR des mitochondries mais provient sans doute de son effet 
protecteur sur le decouplage des mitochondries. En effet en 
presence de cyclo 3, on observe une meilleure resistance 
des mitochondries au decouplage par le mCCP a 0,5 et 1 jiM 

15 cet effet protecteur de l'ordre de 20 %. 

Une autre propriete interessante des composes 
de 1' invention est que l'on peut . obtenir un effet 
synergique par la combinaison de differentes molecules 
agissant sur differentes cibles, par exemple, une molecule 

20 agissant sur les complexes I et III qui se traduit par une 
diminution du stade 4 de la respiration mitochondriale et 
une ou plusieurs molecules agissant sur 1 ' adenine 
translocase qui se traduit par une augmentation du stade 3 
de la respiration mitochondriale. La double protection 

25 ainsi obtenue donne un resultat global avantageux et 
inattendu, puisqu'il depasse la protection maximale 
possible avec chacun des composes. 
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Deux cibles enzymatiques des composes actifs 
ont ete identifiees. L' action des composes sur ces deux 
cibles a comme consequence d'augmenter la production d 'ATP 
par les mitochondries et d'empecher que cette production ne 
5 diminue dans des conditions ischemiques . Ainsi, ils 
protegent les cellules des consequences d'un deficit 
energetique qui pour les CE peut conduire a leur 
activation, au recrutement, a 1 1 adherence et a 1' activation 
de leucocytes et a la proliferation de CML (figure 2) . 

10 Ces molecules ont toutes comme propriete de 

maintenir le taux de production de I 1 ATP des mitochondries 
eleve meme dans des situations npn physiologiques comme les 
periodes d'ischemie ou de diminution de ces activites 
mitochondriales dues a l'age ou a des pathologies associees 

15 au vieillissement , permettant leur application dans ces 
^ dif ferentes pathologies. 
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1. Utilisation d'une composition 

pharmaceutique comprenant un vehicule pharmaceutique 
adequat et un compose actif choisi parmi le groupe 
5 constitue par les citrof lavonoides, 1 1 ail-rutoside, la 
troxerutine, la coumarine, la diosmine, les o-(- 
hydroxyethyl) rutosides, les extraits de Melilot et de 
rutoside, le tribenoside, 1 1 hesperidine methylchalcone, 
I'extrait de marron d'Inde, le naftazone, 1 ' esculoside, 

10 l'aescine, les oligomeres procyanidoliques, les extraits de 
ruscus et d 1 hesperidine methylchalcone, les ruscosides, les 
extraits de petit houx et cassis, les extraits 
d 1 anthocyanodisiques de myrtilles, les principes actif s de 
ces composes et/ou un melange d'entre eux, agissant sur les 

15 complexes proteiniques de la membrane mitochondriale 
.interne d'un patient, pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement et/ou k la prevention de l'ischemie 
et/ou des pathologies associees a 1 1 ischemie ou a un 
deficit energetique . 

20 2. Utilisation selon la revendication 1, 

caracterisee en ce que les pathologies associees a 
1 ! ischemie sont choisies parmi le groupe constitue par 
1 1 inf arctus du myocarde, 1 1 ischemie cerebrale, 
1 ' insuf f isance veineuse chronique, les atheriopathies , 

25 c'est-a-dire des lesions dues a 1 1 atherosclerose affectant 
les arteres des patients, le phenomene de Raynaud lie a des 
vasospasmes conduisant a une vasoconstriction des arteres, 
les deficits retiniens d'origine ischemique, la baisse 
d'acuite auditive d'origine ischemique, les troubles dus a 

3 0 un sejour en haute altitude, les ulceres, 1' alteration de 
la permeabilite capillaire, la fragilite capillaire, les 
cicatrisations, les alterations de la peau, 1 1 angine de 
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poitrine engendree par de courts moments d 1 obstruction 
coronarienne, 1 ' hypertension pulmonaire, I'ischemie 
hepatique, la maladie de Parkinson, le diabete et/ou les 
transplantations cardiaques. 
5 3 . Procede de traitement ex vivo d ' un 

patient, de preference un patient humain, dans lequel un 
organe, un tissu et/ou un liquide physiologique provenant 
dudit patient ou d'un autre patient humain ou animal est 
traite par 1 1 adjonction, a 1 ■ organe et/ou au tissu 

10 prealablement a son implantation sur le patient, d'une 
composition pharmaceutique comprenant un vehicule 
pharmaceutique adequat et un compose act if choisi parmi le 
groupe constitue par les citrof lavonoides., 1 ' ail-rutoside, 
la troxerutine, la coumarine, la diosmine, les o-(- 

15 hydroxyethyl) rutosides, les extraits de Melilot et de 
.rutoside, le tribenoside, 1 ' hesp^ridine methylchalcone , 
l'extrait de marron d'Inde, le naftazone, 1 ' esculoside, 
l'aescine, les oligomeres procyanidoliques , les extraits de 
ruscus et d 1 hesperidine methylchalcone, les ruscosides, les 

20 extraits de petit houx et cassis, les extraits 
d' anthocyanodisiques de myrtilles, les principes actifs de 
ces composes et/ou un melange d'entre eux agissant sur les 
complexes proteiniques de la membrane mitochondriale 
interne d'un patient. 

25 4. Procede de traitement therapeutique et/ou 

prophylactique de I'ischemie et/ou des pathologies 
associees a I'ischemie ou a un deficit energetique d'un 
patient, de preference un patient humain, caracterise en ce 
que l'on administre audit patient une composition 

3 0 pharmaceutique comprenant un vehicule pharmaceutique 
adequat et un compose actif choisi parmi le groupe 
constitue par les - citrof lavonoides, 1 1 ail -rutoside, la 
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troxerutine, la coumarine, la diosmine, les o-(- 
hydroxyethyl) rutosides, les extraits de Melilot et de 
rutoside, le tribenoside, 1 1 hesperidine methylchalcone, 
l'extrait de marron d'Inde, le naftazone, 1 ' esculoside , 
5 l'aescine, les oligomeres procyanidoliques, les extraits de 
ruscus et d 1 hesperidine methylchalcone, les ruscosides, les 
extraits de petit houx et cassis, les extraits 
d' anthocyanodisiques de myrtilles, les principes actifs de 
ces composes et/ou un melange d'entre eux, agissant sur les 

10 complexes proteiniques de la membrane mitochondriale 
interne d'un patient, pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement et/ou a la prevention de I'ischemie 
et/ou des pathologies associees a I'ischemie ou a un 
deficit energetique . 

15 5. Procede selon la revendication 4, 

. caracterise en ce que les pathologies associes a I'ischemie 
sont choisies parmi le groupe constitue par 1 1 inf arctus du 
myocarde, I'ischemie cerSbrale, 1 1 insuf f isance veineuse 
chronique, les atheriopathies , c'est-a-dire des lesions 

20 dues a 1 ' atherosclerose affectant les arteres des patients, 
le phenomene de Raynaud lie a des vasospasmes conduisant a 
une vasoconstriction des arteres, les deficits retiniens 
d'origine ischemique, la baisse d'acuite auditive d'origine 
ischemique, les troubles dus a un sejour en haute altitude, 

25 les ulceres, 1' alteration de la permeability capillaire, la 
fragilite capillaire, les cicatrisations, les alterations 
de la peau, 1 1 angine de poitrine engendree par de courts 
moments d 1 obstruction coronarienne, 1 'hypertension 
pulmonaire, I'ischemie hepatique, la maladie de Parkinson, 

30 le diabete et/ou les transplantations cardiaques. 

6. Utilisation d'une composition 

pharmaceutique comprenant un vehicule pharmaceutique 
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adequat et un compose actif choisi parmi le groupe 
constitue par les citrof lavonoides, 1 ' ail-rutoside, la 
troxerutine, la coumarine, la diosmine, les o-(- 
hydroxyethyl) rutosides, les extraits de Melilot et de 
5 rutoside, le tribenoside, 1 ' hesperidine methylchalcone, 
l'extrait de marron d'Inde, le naftazone, 1 ' esculoside, 
1'aescine, les oligomeres procyanidoliques , les extraits de 
ruscus et d 'hesperidine methylchalcone, les ruscosides, les 
extraits de petit houx et cassis, les extraits 
10 d'anthocyanodisiques de myrtilles, les principes actif s de 
ces composes et/ou un melange d'entre eux, agissant sur les 
complexes proteiniques de la membrane mitochondriale 
interne d'un patient, pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement et/ou a la prevention de l'ischemie 
15 et/ou des pathologies associees a l'ischemie ou a un 
deficit energetique, pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement et/ou a la prevention des deficiences 
liees au vieillissement comme les defauts intellectuels du 
sujet age, le • syndrome vertigineux ou la baisse 
20 d 1 adaptation perspective due a une modification de 
regulation des metabolismes . 

7. Procede de traitement therapeutique et/ou 
prophylactique des deficiences liees au vieillissement d'un 
patient, en particulier d'un patient humain, tel que les 
25 defauts intellectuels du sujet age, le syndrome vertigineux 
ou la baisse d' adaptation perspective due a une 
modification de regulation des metabolismes, caracterise en 
ce que l'on administre audit patient une composition 
pharmaceutique comprenant un vehicule pharmaceutique 
3 0 adequat et un compose actif choisi parmi le groupe 
constitue par les citrof lavonoides, 1 ' ail-rutoside, la 
troxerutine, la coumarine, la diosmine, les o- (- 
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hydroxyethyl ) rutosides, les extraits de- Melilot et de 
rutoside, le tribenoside, 1 ' hesperidine methylchalcone, 
l'extrait de marron d'Inde, le naftazone, 1 'esculoside, 
l'aescine, les oligomeres procyanidoliques , les extraits de 
5 ruscus et d 'hesperidine methylchalcone, les ruscosides, les 
extraits de petit houx et cassis, les extraits 
d ' anthocyanodisiques de myrtilles, les principes act if s de 
ces composes et/ou un melange d'entre eux, agissant sur les 
complexes proteiniques de la membrane mitochondriale 
10 interne d'un patient, pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement et/ou a la prevention de 1 1 ischemie 
et/ou des pathologies associees a 1 1 ischemie ou a un 
deficit energetique. 
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